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摘　要　为了打破ＨＥＲ２自身蛋白的免疫耐受，产生高效的免疫应答，利用遗传密码扩充技术，将免疫原性氨基酸对硝基
苯丙氨酸定点引入到ＨＥＲ２片段的第５、２６、７９位，获得了含有对硝基苯丙氨酸的ＨＥＲ２突变体。通过镍亲和色谱柱，获得
纯度达９５％以上的原型和突变体 ＨＥＲ２分子。对 ＨＥＲ２疫苗的免疫原性进行分析，结果显示，ｐＮＯ２Ｐｈｅ
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通过ＡＤＣＣ效应裂解ＨＥＲ２高表达的ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０细胞。这些研究结果提示，定点引入了对硝基苯丙氨酸的ｐＮＯ２Ｐｈｅ
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ＨＥＲ２可以作为靶向ＨＥＲ２的肿瘤疫苗候选分子。
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　　人表皮生长因子受体２（ＨＥＲ２）是一个１８５ｋＤ
的跨膜受体，具有酪氨酸激酶活性。ＨＥＲ２受体通
过与其他受体结合，激活具有酪氨酸激酶功能的胞

内区，诱导信号通路活化，促进细胞增殖［１］。目前

已在多种肿瘤中发现了ＨＥＲ２受体的过表达，其中
约有 ２０％ ～３０％的乳腺癌患者是 ＨＥＲ２高表
达［２］。ＨＥＲ２高表达的肿瘤患者具有生存时间短、
预后较差、容易复发转移等特点，因此 ＨＥＲ２是一
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个理想的抗肿瘤靶点。

目前，以ＨＥＲ２为靶点的相关药物主要包括单
克隆抗体曲妥珠单抗和小分子抑制剂拉帕替

尼［３－４］。但是这两类药物均存在一定的耐药性以

及细胞毒性［５－７］。与被动免疫应答相比，主动免疫

应答可以产生多克隆抗体，解决单克隆抗体的耐药

性问题，并且可以产生免疫记忆效应，防止肿瘤细

胞的转移与复发［８］。因此，ＨＥＲ２肿瘤疫苗是一种
有潜力的治疗药物。目前已有多种以 ＨＥＲ２为靶
点的ＤＮＡ、多肽、蛋白疫苗进入临床研究，然而大
部分ＨＥＲ２肿瘤疫苗终止于临床Ⅱ期研究，原因是
ＨＥＲ２是自身蛋白，免疫原性低，难以诱导机体产
生有效的免疫应答［９－１０］。因此，如何提高ＨＥＲ２肿
瘤抗原的免疫原性，打破机体免疫耐受是ＨＥＲ２肿
瘤疫苗设计开发的关键。

近年来研究发现，利用遗传密码扩充技术，在

蛋白质上连接具有免疫原性的非天然氨基酸可以

有效打破自身蛋白的免疫耐受，产生有效的免疫应

答［１１］。研究表明，将对硝基苯丙氨酸（ｐＮＯ２Ｐｈｅ）
引入到Ｂ淋巴细胞刺激因子（ＢＡＦＦ）和小鼠补体
因子 Ｃ５ａ中，能诱导机体产生与内源性 ＢＡＦＦ和
Ｃ５ａ蛋白发生交叉反应的ＩｇＧ抗体［１２－１４］。

本研究采用ＨＥＲ２胞外２３～１４６片段作为原型
分子ＷｔＨＥＲ２，利用遗传密码扩充技术在其５、２６、
７９位上定点引入 ｐＮＯ２Ｐｈｅ获得改构体（ｐＮＯ２Ｐｈｅ

５

ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ
２６ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２），通过检
测抗体滴度筛选出免疫原性最高的 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９

ＨＥＲ２作为疫苗候选分子，对ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２疫苗

诱导产生的抗体进行分析，证明了 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９

ＨＥＲ２诱导产生的抗体能够识别完整 ＨＥＲ２的胞
外区序列，并可以通过抗体依赖的细胞介导的细胞

毒性作用（ＡＤＣＣ）裂解ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０肿瘤细胞，
提示ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２可以作为靶向 ＨＥＲ２的肿瘤
疫苗候选分子。

!

　材　料

１１　菌种和质粒
ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）、ｐＥＴ２８ａ（＋）Ｖｅｃｔｏｒ均为

中国药科大学江苏省生物药物成药性研究重点实

验室保存。

１２　试　剂
ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＤＮＡ聚合酶、Ｔ４ＤＮＡ连接酶、限

制性内切酶ＮｃｏＩ、ＨｉｎｄＩＩＩ、ＢｓｐＨＩ（大连ＴａＫａＲａ公
司）；ｐＮＯ２Ｐｈｅ（上海吉尔生化有限公司）；ＨＲＰ标
记山羊抗小鼠ＩｇＧ（北京中山金桥生物科技有限公
司）；３，３′，５，５′四甲基联苯胺（ＴＭＢ，北京索莱宝
科技有限公司）；ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ（美国
Ｓｉｇｍａ公司）；小鼠脾脏淋巴细胞分离液（天津灏洋
生物制品科技有限责任公司）；ＢＣＡ试剂盒、乳酸
脱氢酶细胞毒性检测试剂盒（上海碧云天生物技

术有限公司）。

１３　动　物
清洁级Ｃ５７ＢＬ／６雌性小鼠（６～８周龄）购自

扬州大学比较医学中心，合格证号：ＳＣＸＫ（苏）
２０１７０００７。所有动物实验均符合动物伦理委员会
标准。

１４　细胞株
人乳腺癌细胞株 ＳＫＢＲ３（上海斯信生物科技

有限公司）；ＨＥＲ２高表达的小鼠黑色素瘤细胞株
ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０（中国药科大学江苏省生物药物成
药性研究重点实验室保存）。

"

　方　法

２１　ＷｔＨＥＲ２基因的克隆
根据 ＨＥＲ２（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：Ｍ１１７３０１）序

列，选择胞外２３～１４６序列片段，运用 ＤＮＡＷＯＲＫ
在线软件，参考大肠埃希菌的密码子偏爱性，设计

１０条引物（见表１）。
用 ＰｒｉｍｅＳＴＡＲＤＮＡ聚合酶进行 ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ

ＰＣＲ，进行两轮ＰＣＲ扩增。第一轮 ＰＣＲ以 Ｐ２～Ｐ９
为引物，ＰＣＲ反应条件为：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，
５８℃，３０ｓ，７２℃，４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸
８ｍｉｎ，回收并纯化 ＰＣＲ产物Ⅰ。第二轮 ＰＣＲ以
Ｐ１、Ｐ１０为引物，以 ＰＣＲ产物Ⅰ为模板，ＰＣＲ反应
条件为：９４℃，５ｍｉｎ；９４℃，３０ｓ，５８℃，３０ｓ，７２℃，
４５ｓ，３０个循环；７２℃延伸８ｍｉｎ，回收并纯化 ＰＣＲ
产物Ⅱ。
２２　突变体ＨＥＲ２基因的克隆

在ＷｔＨＥＲ２抗原片段ＤＮＡ序列的基础上，将
第５位 Ｔｈｒ密码子 ＡＣＣ、第２６位 Ｈｉｓ密码子 ＣＡＴ
和第７９位Ｉｌｅ密码子ＡＴＴ分别置换为琥珀密码子
ＴＡＧ，利用ＤＮＡＷＯＲＫ在线软件对突变体ＨＥＲ２进
行引物设计（见表２）。
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Ｔａｂｌｅ１　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆＷｔＨＥＲ２ｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙＤＮＡＷＯＲＫｓｏｆｔ
ｗａｒｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
Ｐ１ ＡＴＣＡＴＧＡＣＣＣＡＧＧＴＧＴＧＣＡＣＣＧＧＣ
Ｐ２ ＡＧＡＴＧＧＧＴＴＴＣＣＧＧＴＧＡＣＧＣＣＧＧＣＡＧＡＣＧＴＡＡＣＴＴＣＡＴ

ＡＴＣＧＧＴＧＣＣＧＧＴＧＣＡＣＡＣＣＴ
Ｐ３ ＴＣＡＣＣＧＧＡＡＡＣＣＣＡＴＣＴＧＧＡＴＡＴＧＣＴＧＣＧＴＣＡＴＣＴＧＴＡ

ＴＣＡＧＧＧＣＴＧＣＣＡＡＧＴＧＧＴＧＣ
Ｐ４ ＡＡＧＣＴＣＧＣＡＴＴＧＧＴＣＧＧＣＡＧＡＴＡＣＧＴＣＡＧＴＴＣＣＡＧＡＴＴ

ＧＣＣＣＴＧＣＡＣＣＡＣＴＴＧＧＣＡＧＣ
Ｐ５ ＣＧＡＣＣＡＡＴＧＣＧＡＧＣＴＴＧＡＧＣＴＴＴＴＴＧＣＡＧＧＡＴＡＴＴＣＡＧ

ＧＡＡＧＴＧＣＡＡＧＧＣＴＡＴＧＴＧＣＴ
Ｐ６ ＡＧＣＧＣＴＧＴＡＡＣＧＧＣＡＣＣＴＧＡＣＧＣＡＣＴＴＧＡＴＴＧＴＧＴＧＣＡ

ＡＴＣＡＧＣＡＣＡＴＡＧＣＣＴＴＧＣＡＣ
Ｐ７ ＴＧＣＣＧＴＴＡＣＡＧＣＧＣＴＴＧＣＧＴＡＴＴＧＴＧＣＧＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧ

ＣＴＧＴＴＴＧＡＡＧＡＴＡＡＣＴＡＴＧＣ
Ｐ８ ＡＴＴＡＴＴＣＡＧＣＧＧＡＴＣＧＣＣＡＴＴＡＴＣＣＡＧＣＡＣＣＧＣＣＡＧＣＧ

ＣＡＴＡＧＴＴＡＴＣＴＴＣＡＡＡＣＡＧＣ
Ｐ９ ＧＧＣＧＡＴＣＣＧＣＴＧＡＡＴＡＡＴＡＣＣＡＣＣＣＣＴＧＴＧＡＣＣＧＧＣＧ

ＣＴＡＧＴＣＣＡＧＧＣＧＧＣＣＴＧＣＧＴＧ
Ｐ１０ ＡＡＧＣＴＴＡＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＴＧＧＧＴＣＡＧＧＣＴＡＣＧ

ＣＡＧＴＴＧＣＡＧＴＴＣＡＣＧＣＡＧＧＣＣＧＣＣ

Ｔａｂｌｅ２　ＰｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆｍｕｔａｔｅｄＨＥＲ２ｄｅｓｉｇｎｅｄｂｙＤＮＡＷＯＲＫ
ｓｏｆｔｗａｒｅ

Ｐｒｉｍｅｒ Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ（５′３′）
Ｐ１′ ＡＴＣＡＴＧＡＣＣＣＡＧＧＴＧＴＧＣＴＡＧＧＧＣ
Ｐ３′ ＴＣＡＣＣＧＧＡＡＡＣＣＣＡＴＣＴＧＧＡＴＡＴＧＣＴＧＣＧＴＴＡＧＣＴＧＴＡ

ＴＣＡＧＧＧＣＴＧＣＣＡＡＧＴＧＧＴＧＣ
Ｐ７′ ＴＧＣＣＧＴＴＡＣＡＧＣＧＣＴＴＧＣＧＴＴＡＧＧＴＧＣＧＴＧＧＣＡＣＣＣＡＧ

ＣＴＧＴＴＴＧＡＡＧＡＴＡＡＣＴＡＴＧＣ

　　对突变体ＨＥＲ２基因进行克隆，ＰＣＲ扩增条件
同“２１”项。所得到的 ＤＮＡ序列即为突变体
ｐＮＯ２Ｐｈｅ

５ ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ
２６ ＨＥＲ２和 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９

ＨＥＲ２的ＤＮＡ序列。
２３　ＷｔＨＥＲ２表达菌株的构建

选择限制性内切酶 ＢｓｐＨＩ和 ＨｉｎｄＩＩＩ对 ＰＣＲ
产物Ⅱ进行双酶切，选择限制性内切酶 ＮｃｏＩ和
ＨｉｎｄＩＩＩ对表达载体 ｐＥＴ２８ａ进行双酶切，胶回收
酶切产物，Ｔ４ＤＮＡ连接酶１６℃过夜连接。连接
产物转化至ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）大肠埃希菌感受态
细胞，并涂布在含卡那霉素（Ｋａｎ）抗性的 ＬＢ平板
培养基上，３７℃培养箱内过夜培养。次日挑取阳
性单克隆，接种在含 Ｋａｎ抗性的液体 ＬＢ培养基
中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。测序。
２４　ＨＥＲ２突变体表达菌株的构建

同“２３”项对突变体进行构建。将测序正确
的质粒 ｐＥＴ２８ａ５ＴＡＧＨＥＲ２，ｐＥＴ２８ａ２６ＴＡＧＨＥＲ２
和ｐＥＴ２８ａ７９ＴＡＧＨＥＲ２质粒分别与识别ｐＮＯ２Ｐｈｅ

的ｔＲＮＡ和氨酰 ｔＲＮＡ合成酶的质粒 ｐＡＣ４ｔＲＮＡ
ｐＮＯ２ＰｈｅＲＳ共转化 ＥｃｏｌｉＢＬ２１（ＤＥ３）大肠埃希菌
感受态细胞，并涂布在含 Ｋａｎ和氯霉素（Ｃｍ）抗性
的ＬＢ平板培养基上，３７℃培养箱内过夜培养。次
日挑取阳性单克隆，接种在含Ｋａｎ和Ｃｍ抗性的液
体ＬＢ培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ过夜培养。测序。
２５　ＷｔＨＥＲ２的表达纯化

将测序正确的 ＷｔＨＥＲ２菌２００μＬ接种于含
Ｋａｎ抗性的ＬＢ培养基２０ｍＬ中，３７℃过夜培养。
按照１∶１００的体积比将过夜菌加入到含 Ｋａｎ抗性
的ＬＢ培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ进行培养３ｈ后
（Ａ６００＝０６），加入终浓度为１ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，３７
℃，２２０ｒ／ｍｉｎ培养５ｈ后，８０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，
收集菌体。超声破碎菌体，离心取沉淀，对包涵体

进行清洗以去除杂蛋白和核酸等杂质。用８ｍｏｌ／Ｌ
尿素对包涵体进行变性，４℃过夜搅拌，变性液过
Ｎｉ亲和色谱柱，５００ｍｍｏｌ／Ｌ的咪唑缓冲液洗脱目
的蛋白，然后按体积比１∶４加入 ｐＨ９０的复性缓
冲液，用 ｐＨ８０ＴｒｉｓＨＣｌ缓冲液透析，超滤浓缩，
ＢＣＡ法测蛋白浓度。
２６　突变体ＨＥＲ２的表达纯化

将ｐＮＯ２Ｐｈｅ
５ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

２６ＨＥＲ２和 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９

ＨＥＲ２菌２００μＬ分别接种于含 Ｋａｎ和 Ｃｍ抗性的
ＬＢ培养基２０ｍＬ中，３７℃过夜培养。按照１∶１００
的体积比将过夜菌加入到含 Ｋａｎ和 Ｃｍ抗性的液
体Ｍ９培养基中，３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ进行培养７５ｈ
后，加入终浓度为０１ｍｏｌ／Ｌ的对硝基苯丙氨酸，
培养０５ｈ后，加入终浓度为 １ｍｍｏｌ／Ｌ的 ＩＰＴＧ，
３７℃，２２０ｒ／ｍｉｎ培养 １８ｈ后，８０００ｒ／ｍｉｎ离心
５ｍｉｎ，收集菌体。同“２５”项对突变型ＨＥＲ２进行
纯化。ＢＣＡ法测蛋白浓度。
２７　ＥＬＩＳＡ法检测小鼠血清中抗ＷｔＨＥＲ２抗体滴度

将６～８周雌性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分成 ＰＢＳ、Ｗｔ
ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

５ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ
２６ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９

ＨＥＲ２组。皮下免疫小鼠，每次每只给药２０μｇ，每
周免疫１次，共免疫２周，最后一次免疫１周后，眼
眶取血分离血清。ＥＬＩＳＡ法检测小鼠抗血清中针
对ＷｔＨＥＲ２的抗血清滴度。在酶标条中每孔加入
终浓度为５μｇ／ｍＬ的 ＨＥＲ２蛋白１００μＬ，３７℃孵
育２ｈ；ＰＢＳＴ清洗５次；然后每孔加入 ５％ ＢＳＡ封
闭液２００μＬ，４℃孵育过夜；ＰＢＳＴ清洗５次；每孔
加入稀释后的小鼠血清 １００μＬ；３７℃孵育 ２ｈ；

１７３
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ＰＢＳＴ清洗６次；每孔加入稀释后的 ＨＲＰ标记山羊
抗小鼠ＩｇＧ１００μＬ，３７℃孵育４５ｍｉｎ；ＰＢＳＴ清洗６
次；每孔加入 ＴＭＢ底物反应液１００μＬ，３７℃避光
孵育１５ｍｉｎ；每孔加入２ｍｏｌ／Ｌ的 Ｈ２ＳＯ４５０μＬ终
止反应；检测Ａ４５０处孔内样品的吸收度。
２８　流式细胞法检测小鼠抗血清识别 ＳＫＢＲ３
能力

将６～８周雌性 Ｃ５７ＢＬ／６小鼠分成 ＰＢＳ、Ｗｔ
ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２组，免疫过程及取血同
“２７”项。取稀释后的血清 ２００μＬ与１×１０６个
ＳＫＢＲ３细胞混合，４℃孵育 ２ｈ。设置空白对照
组：不含抗血清的 ＰＢＳ与 ＳＫＢＲ３细胞孵育。ＰＢＳ
清洗３次。将稀释后的 ＦＩＴＣ标记山羊抗小鼠 ＩｇＧ
与清洗后的 ＳＫＢＲ３细胞进行孵育，４℃孵育１ｈ。
ＰＢＳ清洗３次。用ＰＢＳ缓冲液２００μＬ对细胞进行
重悬，运用流式细胞仪检测细胞表面的平均荧光

强度。

２９　乳酸脱氢酶释放法检测小鼠抗血清介导的
ＡＤＣＣ效应

小鼠分组、免疫同“２８”项。最后一次免疫１
周后，处死小鼠，利用小鼠脾脏淋巴细胞分离液分

离淋巴细胞作为效应细胞，ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０作为靶
细胞。

固定靶细胞每孔５×１０３个，按照不同的效应
细胞与靶细胞比（Ｅ∶Ｔ＝５０∶１、２５∶１、１２５∶１）加入
淋巴细胞，并在每孔加入小鼠血清４μＬ。并设置
空白组：淋巴细胞＋小鼠抗血清，对照组：淋巴细胞
＋ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０细胞。所有样品孔内都是 ２００
μＬ体系。将样品置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱内培
养４ｈ后。按照乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒
说明书对样品进行检测。通过检测乳酸脱氢酶的

释放，比较不同浓度的效应细胞与靶细胞比例下靶

细胞裂解程度。

将靶细胞固定每孔５×１０３个，固定效应细胞
与靶细胞比（Ｅ∶Ｔ＝５０∶１），加入效应细胞，小鼠血
清抗体稀释５０、２００、８００倍。并设置空白组：淋巴
细胞＋小鼠抗血清，对照组：淋巴细胞 ＋ＨＥＲ２＋
Ｂ１６Ｆ１０细胞。所有样品孔内都是 ２００μＬ体系。
将样品置于３７℃，５％ ＣＯ２培养箱内培养４ｈ后。
按照乳酸脱氢酶细胞毒性检测试剂盒说明书对样

品进行检测。检测乳酸脱氢酶的释放，比较不同抗

体稀释度下靶细胞裂解程度。

２１０　统计学分析
采用ＧｒａｐｈＰａｄＰｒｉｓｍ６软件进行统计学分析。

采用 Ｓｔｕｄｅｎｔ′ｓｔｔｅｓｔ进行数据显著性比较，Ｐ＜
００５为显著性差异，具有统计学意义。

#

　结　果

３１　ＷｔＨＥＲ２及突变体的构建
根据ＧｅｎＢａｎｋ（登录号：Ｍ１１７３０１）获得目的

基因片段ＷｔＨＥＲ２，同时在第５、２６、７９位分别突变
成ＴＡＧ获得 ｐＥＴ２８ａ５ＴＡＧＨＥＲ２，ｐＥＴ２８ａ２６ＴＡＧ
ＨＥＲ２和 ｐＥＴ２８ａ７９ＴＡＧＨＥＲ２，利用在线网站
ＤＮＡＷＯＲＫ设计 １０条长引物，两轮 ｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇ
ＰＣＲ后结果如图１所示。在４０３ｂｐ出现与理论大
小相当的目的基因。

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＡｇａｒｏｓｅｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓａｎａｌｙｓｉｓｏｆｏｖｅｒｌａｐｐｉｎｇＰＣＲｐｒｏｄｕｃｔｓ
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＷｔＨＥＲ２；２：ｐＮＯ２Ｐｈｅ５ＨＥＲ２；３：ｐＮＯ２Ｐｈｅ２６ＨＥＲ２；
４：ｐＮＯ２Ｐｈｅ７９ＨＥＲ２

３２　ＷｔＨＥＲ２及突变体的表达
对ＷｔＨＥＲ２菌株进行表达，取ＩＰＴＧ诱导前后

全菌进行电泳，如图２Ａ所示。相比于诱导前的菌
体，ＩＰＴＧ诱导后在１４７ｋＤ附近出现了条带，与目
的蛋白相对分子质量大小相符。对突变体 ＨＥＲ２
菌株进行表达，ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定目的蛋白的表达，
结果如图２Ｂ～Ｄ所示。未加 ＩＰＴＧ而加 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
时在１４７ｋＤ处没有目的蛋白的表达，加 ＩＰＴＧ而
未加ｐＮＯ２Ｐｈｅ时在１４７ｋＤ处也没有目的蛋白的
表达，而同时加入 ＩＰＴＧ和 ｐＮＯ２Ｐｈｅ时在１４７ｋＤ
处有明显目的蛋白的表达，证明非天然氨基酸成功

定点引入到突变位点。

３３　ＷｔＨＥＲ２及突变体的纯化
对ＷｔＨＥＲ２及突变体进行纯化，将最终目的

蛋白进行ＳＤＳＰＡＧＥ鉴定，结果如图３。通过 Ｇｅｌ
ｐｒｏａｎａｌｙｚｅｒ软件分析，本研究得到了电泳纯大于
９５％的 ＷｔＨＥＲ２及突变体蛋白，并通过 ＭＯＬＤＩ
ＴＯＦ检测ｐＮＯ２Ｐｈｅ所在肽段的相对分子质量（图
略），结果如表３所示。检测的结果与理论相对分
子质量结果一致，证明 ｐＮＯ２Ｐｈｅ的成功定点引入
到ＷｔＨＥＲ２。

２７３
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Ｆｉｇｕｒｅ２　ＳＤＳＰＡＧＥａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎＷｔＨＥＲ２ａｎｄｍｕｔａｔｅｄＨＥＲ２
Ａ：ＷｔＨＥＲ２．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ，１：ＢｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ，２：ＡｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎ；ＢＤ：ｍｕｔａｔｅｄＨＥＲ２．Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ，１：ＢｅｆｏｒｅＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄａｆｔｅｒ
ｐＮＯ２Ｐｈｅａｄｄｉｔｉｏｎ，２：ＡｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｂｅｆｏｒｅｐＮＯ２Ｐｈｅａｄｄｉｔｉｏｎ，３：ＡｆｔｅｒＩＰＴＧｉｎｄｕｃｔｉｏｎａｎｄｐＮＯ２Ｐｈｅａｄｄｉｔｉｏｎ

Ｆｉｇｕｒｅ３　 ＳＤＳＰＡＧＥ ａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｕｒｉｆｉｅｄＷｔＨＥＲ２ ａｎｄ
ｍｕｔａｔｅｄＨＥＲ２
Ｍ：Ｍａｒｋｅｒ；１：ＷｔＨＥＲ２；２：ｐＮＯ２Ｐｈｅ５ＨＥＲ２；３：ｐＮＯ２Ｐｈｅ２６ＨＥＲ２；
４：ｐＮＯ２Ｐｈｅ７９ＨＥＲ２

３４　ＷｔＨＥＲ２突变体的免疫原性
将ＰＢＳ、ＷｔＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ

５ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ
２６

ＨＥＲ２、ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２免疫小鼠，第３周免疫效果

如图４所示。小鼠体内产生了能够识别 ＷｔＨＥＲ２
的抗体。与ＷｔＨＥＲ２免疫组相比，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２
组产生了最高的抗ＷｔＨＥＲ２片段的抗体滴度，且在
血清稀释 １００倍和 １０００倍的情况下，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９

ＨＥＲ２组与 ＷｔＨＥＲ２组都存在显著性差异（Ｐ＜
０００１）。但 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

５ＨＥＲ２组和 ｐＮＯ２Ｐｈｅ
２６ＨＥＲ２

组与ＷｔＨＥＲ２组相比差异不显著。上述结果提示，
在Ｃ５７ＢＬ／６小鼠体内，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２具有较强的
免疫原性，后续选择 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２做进一步
研究。

Ｆｉｇｕｒｅ４　ＩｍｍｕｎｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆＷｔＨＥＲ２，ｐＮＯ２Ｐｈｅ５ＨＥＲ２，ｐＮＯ２Ｐｈｅ２６

ＨＥＲ２，ｐＮＯ２Ｐｈｅ７９ＨＥＲ２ｉｎｍｉｃｅ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
ＥＬＩＳＡｗｉｔｈＷｔＨＥＲ２ｆｒａｇｍｅｎｔａｓａｎｔｉｇｅｎ
Ｐ＜０００１ｖｓＷｔＨＥＲ２ｇｒｏｕｐ

Ｔａｂｌｅ３　ＭＡＬＤＩＴＯＦａｎａｌｙｓｉｓｏｆｔｈｅｐｅｐｔｉｄｅｓｃｏｎｔａｉｎｉｎｇｍｕｔａｔｉｏｎｓｉｔｅｓｆｒｏｍｔｈｅｍｕｔａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎｓｄｉｇｅｓｔｅｄｂｙｔｒｙｐｓｉｎ
Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｅｐｔｉｄｅ Ｍｒ（ｏｂｓｅｒｖｅｄ） Ｍｒ（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ）

ｐＮＯ２Ｐｈｅ５ＨＥＲ２ ＴＱＶＣｐＮＯ２ＰｈｅＧＴＤＭＫ １１７４６１ １１７４４６
ｐＮＯ２Ｐｈｅ２６ＨＥＲ２ ＭＬＲｐＮＯ２ＰｈｅＬＹＱＧＣＱＶＶＱＧＮＬＥ ２０４２９５ ２０４２９２
ｐＮＯ２Ｐｈｅ７９ＨＥＲ２ ｐＮＯ２ＰｈｅＶＲ ４６６２６ ４６６１９

３５　ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２免疫小鼠的抗体特异性

为了探究ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２免疫小鼠产生的抗

体是否能够与ＨＥＲ２过表达的肿瘤细胞结合，本研
究通过流式细胞术检测ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２免疫抗血
清能否识别 ＨＥＲ２高表达的 ＳＫＢＲ３细胞，结果如

图５所示。ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２组细胞表面的平均荧

光强度与ＷｔＨＥＲ２抗原片段组相比存在显著性差
异（Ｐ＜０００１），证明 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２突变体免疫
小鼠产生的抗血清能有效识别细胞膜上完整

ＨＥＲ２受体。
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Ｆｉｇｕｒｅ５　ＡｎａｌｙｓｉｓｏｆａｎｔｉｓｅｒａｂｉｎｄｉｎｇｔｏＳＫＢＲ３ｂｙｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙ（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ａ：Ｖｉｓｕａｌｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｆｌｏｗｃｙｔｏｍｅｔｒｙｒｅｓｕｌｔｓ．Ｓａｍｐｌｅ１：ＡｎｔｉｓｅｒａｆｒｏｍｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈｐＮＯ２Ｐｈｅ７９ＨＥＲ２，Ｓａｍｐｌｅ２：Ａｎｔｉｓｅｒａｆｒｏｍｍｉｃｅｉｍｍｕ
ｎｉｚｅｄｗｉｔｈＰＢＳ，Ｓａｍｐｌｅ３：ＡｎｔｉｓｅｒａｆｒｏｍｍｉｃｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｗｉｔｈＷｔＨＥＲ２，Ｓａｍｐｌｅ４：ＰＢＳ；Ｂ：Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓｏｆｍｅａｎｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｉｎｔｅｎｓｉｔｙ（ＭＦＩ）
Ｐ＜０００１ｖｓＰＢＳｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＷｔＨＥＲ２ｇｒｏｕｐ

３６　ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２免疫小鼠的药效分析

为了检测ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２肿瘤疫苗免疫小鼠

血清能否通过 ＡＤＣＣ效应裂解 ＨＥＲ２阳性肿瘤细
胞，本研究以实验室前期构建的ＨＥＲ２高表达细胞
株ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０为靶细胞，以小鼠淋巴细胞为
效应细胞，通过检测乳酸脱氢酶的释放判断靶细胞

的裂解程度。结果如图６所示，当固定血清稀释浓

度为５０∶１时，随着效应细胞与靶细胞比例的降低，
裂解肿瘤细胞能力下降。但与未加血清相比，

ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２免疫的小鼠血清能够显著增加肿

瘤细胞的裂解能力。当固定Ｅ∶Ｔ＝５０∶１，随着血清
稀释浓度的降低，裂解肿瘤细胞能力下降，但与Ｗｔ
ＨＥＲ２组相比，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２组能够产生具有显
著性差异的靶细胞裂解率。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＡＤＣＣｅｆｆｅｃｔｍｅｄｉａｔｅｄｂｙｓｅｒａｆｒｏｍｐＮＯ２Ｐｈｅ７９ＨＥＲ２ｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｒａｔｉｏｏｆｅｆｆｅｃｔｏｒｃｅｌｌｓｔｏｔａｒｇｅｔｃｅｌｌｓ（Ａ）ａｎｄｓｅｒａｆｒｏｍ
ｄｉｆｆｅｎｅｎｔｖａｃｃｉｎｅｉｍｍｕｎｉｚｅｄｍｉｃｅｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｉｌｕｔｉｏｎ（Ｂ）（珋ｘ±ｓ，ｎ＝６）
Ｐ＜０００１ｖｓＮｏｓｅｒｕｍｇｒｏｕｐ；＃＃＃Ｐ＜０００１ｖｓＷｔＨＥＲ２ｇｒｏｕｐ

　　

$

　讨　论

对硝基苯丙氨酸是一种免疫原性氨基酸，能有

效打破自身蛋白免疫耐受，诱导机体产生高滴度抗

体。但有研究显示免疫原性氨基酸的引入受到位

点限制［１５］。因此，本实验选择了暴露在蛋白表面

且不影响蛋白结构的 ３个氨基酸作为突变位点。
突变位点选择的依据：（１）突变位点应尽量暴露在
抗原分子表面，这样有利于非天然氨基酸的充分暴

露，且不影响蛋白空间构象；（２）具有明显毒性的
抗原分子，所选突变位点应为其活性相关位点，突

变后使其失活并仅具有免疫原性，这样可避免疫苗

在免疫过程中对机体造成伤害。通过遗传密码扩

充技术在ＨＥＲ２胞外区第５、２６、７９位定点引入非
天然氨基酸，通过对包涵体蛋白的纯化，本研究成

功获得了纯度大于９５％的 ＷｔＨＥＲ２抗原片段及
其突变体。利用ＭＯＬＤＩＴＯＦ检测突变体胰酶酶解
后ｐＮＯ２Ｐｈｅ所在的肽段相对分子质量，证明了本
研究将ｐＮＯ２Ｐｈｅ成功定点引入至突变位点。接着

４７３
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本研究通过检测Ｃ５７ＢＬ／６小鼠体内产生的抗体滴
度判断ＷｔＨＥＲ２及突变体的免疫原性，结果表明
ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２能针对ＷｔＨＥＲ２产生最高滴度的
抗体。因此本研究选择产生抗体滴度最高的

ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２做进一步研究。有研究报道显

示，将ＨＥＲ２胞外区１～１４６位氨基酸片段用胆固
醇普鲁兰多糖包裹形成 ＣＨＰＨＥＲ２疫苗，然而形
成的ＣＨＰＨＥＲ２蛋白疫苗虽然能有效刺激机体产
生针对ＨＥＲ２胞外１～１４６位氨基酸片段抗体，但
是产生的抗体不能有效识别肿瘤细胞膜上的

ＨＥＲ２受体［１６］。本实验选用２３～１４６位氨基酸残
基作为原型抗原（１～２２位氨基酸残基为信号肽）。
结果显示，与 ＣＨＰＨＥＲ２相比，ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２免
疫小鼠产生的抗血清能够与肿瘤细胞膜上具有天

然构象的 ＨＥＲ２受体结合。在抗血清介导的 ＡＤ
ＣＣ效应实验中，当固定 Ｅ∶Ｔ为５０∶１时，ＨＥＲ２＋
Ｂ１６Ｆ１０细胞裂解比例随着小鼠血清浓度的稀释而
下降，与之前的文献报道结果一致［１７］。当固定血

清稀释度为５０∶１时，ＨＥＲ２＋Ｂ１６Ｆ１０细胞裂解比
例随着淋巴细胞减少而下降。

综上所述，本文通过遗传密码扩充技术获得的

ｐＮＯ２Ｐｈｅ
７９ＨＥＲ２可以有效打破免疫耐受，产生能

够识别 ＳＫＢＲ３细胞膜上天然构象的 ＨＥＲ２受体，
并通过ＡＤＣＣ效应裂解 ＨＥＲ２高表达的细胞。因
此，定点引入了 ｐＮＯ２Ｐｈｅ的 ｐＮＯ２Ｐｈｅ

７９ＨＥＲ２可以
作为治疗ＨＥＲ２过表达肿瘤的候选分子。
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